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RESUMO 
 
 
Introdução: Estudos sugerem que o CO2 promova estímulo dos efeitos 
fisiológicos como, vasodilatação, formação de colágeno e fibras elásticas. 
A Inflamação Neurogênica (IN) é um dos primeiros eventos da cicatrização 
em resposta a um estímulo nociceptivo na pele, onde há liberação de 
neuropeptídeos (NP’s) pró-inflamatórios secretados por terminações 
nervosas, sendo lançados na fase inflamatória da cicatrização. Entretanto 
não há estudos que relacionem a injeção de CO2 com a IN. Objetivo: 
investigar a injeção de Dióxido de Carbono (CO2) na secreção dos 
neuropeptídeos Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) e 
Substância P (SP) em pele de ratos. Métodos: foram utilizados 56 ratos 
Wistar-EPM distribuídos em dois grupos, um para análise de CGRP e outro 
de SP. Cada grupo foi subdividido em 4 subgrupos: controle, controle 
agulha, injeção de CO2 e injeção de ar atmosférico, contendo 7 animais 
respectivamente em cada subgrupo. As análises das amostras de pele 
parcial foram feitas por Western Blotting (WB). Resultados: No grupo SP 
houve uma diminuição na quantidade de neuropeptídeos no subgrupo 3 SP-
CO2 e no subgrupo 4 SP -ar; no grupo CGRP, houve uma diminuição da 
quantidade de neuropeptídeos pró-CGRP (15 kDa) no subgrupo 3 CGRP-
CO2 e no subgrupo 4 CGRP- ar; não houve diminuição da quantidade de 
CGRP (5 kDa).Conclusão: A injeção de CO2 e de ar atmosférico em pele 
de ratos diminuiu a quantidade de neuropeptídeos SP e pró-CGRP (15 
kDa).  
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 
A carboxiterapia é uma técnica que teve origem em 1930, na qual o 
Dióxido de Carbono (CO2) é injetado através de uma agulha no tecido 
subcutâneo. Estima-se que promova o aumento da circulação e da 
oxigenação dos tecidos. Segundo SCORZA (2008), as lesões provocadas 
pela agulha e pelo gás desencadeiam um processo inflamatório local, 
resultando em cicatrização do tecido, proliferação de vasos sanguíneos 
(angiogênese) e fibroblastos (fibrogênese). Esses efeitos podem ocorrer 
devido a um aumento da hipercapnia induzida pelo fluxo sanguíneo capilar, 
queda no consumo de oxigênio cutâneo, ou por um deslocamento para a 
direita da curva de dissociação do oxigênio (O2) (efeito Bohr) 
(TORIYAMA et al., 2002). 
A ação farmacológica do CO2 sobre o tecido provoca uma redução 
da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio, resultando em maior 
disponibilidade de oxigênio para os tecidos. A presença de níveis mais 
altos de CO2 e prótons (H+) nos capilares dos tecidos em metabolismo 
ativo promove liberação de O2 na hemoglobina (TORIYAMA et al., 2002). 
VAUSE et al. estudaram em 2007 os efeitos do CO2 em culturas 
primárias de gânglios trigeminais em ratos e seus reflexos na secreção de 
CGRP. Os autores concluíram que o CO2 inibe a ativação do nervo 
sensorial e também inibe a liberação do neuropeptídeo Peptídeo 
Relacionado com o Gene de Calcitonina (CGRP). Além disso, o efeito 
inibitório observado do CO2 sobre a secreção de CGRP provavelmente 
envolve a modulação da atividade dos canais de cálcio e alterações do pH 
intracelular. 
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O CGRP é um neuropeptídeo associado à proliferação de 
queratinócitos (HARA et al., 1996) assim como à liberação de quimiocinas 
e de Substância P (SP), agindo sobre arteríolas e resultando em 
vasodilatação, edema, acúmulo de neutrófilos e liberação de interleucinas 
IL-1, IL-2,IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, (BRAIN et al., 1989). Tem ação pouco 
estabelecida em mastócitos, células de Merkel, melanócitos, queratinócitos 
e células de Langerhans (WIMALAWANSA, 1996). 
Os mediadores inflamatórios clássicos, bradicinina (BK), serotonina 
(5-HT), histamina e prostaglandinas, bem como pH ácido, são excitatórios 
diretos e/ou sensibilizantes dos efeitos nociceptivos aferentes primários 
(VYKLICKÝ et al., 1998). Os mediadores induzem a secreção de 
neuropeptídeos que estimulam a formação de prostaglandinas no tecido, o 
que vem sendo mostrado em vários estudos até o momento (HUA & 
YAKSH, 1993). 
Sendo assim, um dano tecidual ou estímulo doloroso, mecânico, 
térmico, estímulo elétrico, mediadores inflamatórios, alérgenos e/ou 
extratos de plantas, podem desencadear a inflamação neurogênica (KALIL-
GASPAR, 2003). 
O conceito de inflamação neurogênica reside no fato que, quando 
há um estímulo nociceptivo que caminha para o processamento medular, 
há também um reflexo axonal, antidrômico às terminações nervosas das 
fibras A e C, com consequente liberação de neuropeptídeos pró-
inflamatórios, como CGRP, SP, Neurocinina A (NK-A), Peptídeo 
Vasoativo Intestinal (VIP), entre outros (SCHMELZ & PETERSEN, 
2001; STEINHOFF, 2003). A seguir, por um efeito cascata, há ativação 
inflamatória, vasodilatação, ativação de quimiorreceptores, quimiotaxia 
de células inflamatórias (MARTINSSON, 1993), prurido e um eritema 
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característico (flare) no local do estímulo, promovendo um rápido início 
do processo de inflamação tecidual. (KALIL-GASPAR, 2003). 
O estudo em pele de ratos tem sido bem caracterizado em termos de 
nocicepção de respostas a estímulos externos, para determinar sua 
correlação com a liberação de neuropeptídeos (ONUOHA et al., 2000). 
Não foram encontrados estudos que relacionassem a concentração de 
neuropeptídeos cutâneos, especificamente SP e CGRP, após a injeção de 
CO2. Por se tratar de uma técnica atualmente utilizada na área da saúde, 
torna-se importante investigar se a vasodilatação causada pela 
carboxiterapia está relacionada aos neuropeptídeos CGRP e SP, dentre 
outros, durante a fase de inflamação neurogênica. 
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2. OBJETIVO 
 
 
 
Investigar a injeção de Dióxido de Carbono  na secreção do 
Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) e da 
Substância P (SP) em pele de ratos. 
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3. LITERATURA 
 
 
 
Devido à inexistência de estudos relacionados ao assunto, foi 
realizada a inclusão de artigos que, em conjunto, puderam dar suporte e 
embasamento ao estudo. Em função disso, o presente capítulo está dividido 
em dois subcapítulos: 3.1) Neuropeptídeos e 3.2) Dióxido de Carbono. 
 
 
3.1. Neuropeptídeos  
 
BRAIN et al. (1996) estudaram a farmacologia do neuropeptídeo 
Peptídeo Relacionado com o Gene de Calcitonina (CGRP), composto por 
37 aminoácidos, produzido sobretudo em neurônios sensitivos periféricos, 
de fibras A-δ e C, e centrais, do corno posterior da espinha nervosa. É 
produzido como duas isoformas, α e β, liberado por terminações nervosas 
por uma série de estímulos e degradado por triptase e quimase. É um 
potente vasodilatador por relaxamento arteriolar, independente do óxido 
nítrico, e tem diversas atividades no processo inflamatório causando 
edema, ativação de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos, células dendríticas 
entre outras, por receptores CGRP1 e CGRP2. A inflamação neurogênica 
na dura-máter foi implicada na patogênese da enxaqueca, ideia corroborada 
pelo fato de que o CGRP é liberado na circulação cerebral durante as 
crises, podendo contribuir para a vasodilatação e dor associada. Fármacos 
que atuem como antagonistas do receptor de CGRP, inibindo a inflamação 
neurogênica, prometem eficácia no tratamento da enxaqueca pela inibição 
da liberação local de peptídeos vasoativos. 
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WEIDNER et al. (2000) investigaram a Substância P (SP) e o CGRP 
em pele de humanos quanto à capacidade em promover vasodilatação, 
extravasamento proteico, liberação de histamina e efeitos sensitivos, 
utilizando Microdiálise (MD) com Ensaio de Imunoadsorção Enzimática 
(ELISA). A MD com ELISA permitiu determinar o extravasamento 
proteico na pele de humanos in vivo de maneira atraumática em 53 
voluntários saudáveis. Assim, 5 fibras ocas de plasmaférese foram 
introduzidas na face volar do terço médio do antebraço esquerdo, 
perpendiculares ao eixo ósseo, a uma profundidade média de 0,6 mm, 
distando 4 cm um do outro. As fibras foram perfundidas com solução de 
Ringer por 60 min e depois foi realizado estímulo com SP e CGRP por 30 
min, sendo os resultados comparados com os controles positivos 
prostaglandina E2 (substância vasodilatadora) e codeína (substância 
degranuladora de mastócitos). O produto da diálise foi colhido a cada 15 
min e enviado para análise fotométrica. Os autores observaram que (1) 
tanto SP como CGRP não provocaram sintomas locais, como dor e coceira; 
(2) SP produziu vasodilatação dose-dependente e extravasamento proteico, 
provavelmente por dilatação de vênulas pós-capilares; (3) CGRP produziu 
vasodilatação mais duradoura e potente que SP, agindo nas arteríolas pré-
capilares, portanto sem extravasamento proteico; e (4) SP provocou 
liberação de histamina, mas apenas em concentrações mais elevadas. 
 
KUSAKABE et al. (2002) investigaram a distribuição e abundância 
de fibras nervosas imunorreativas para quatro diferentes neuropeptídeos 
regulatórios, Neuropeptídeo Y (NPY), Polipeptídeo Intestinal Vasoativo 
(VIP), SP e CGRP, entre o corpo carotídeo de ratos Wistar machos 
normóxicos e hipóxicos cronicamente hipercápnicos (10% O2 e 6-7% CO2 
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por 3 meses) e compararam os resultados obtidos com relatos anteriores de 
corpos carotídeos cronicamente hipóxicos hipocápnicos e isocápnicos a fim 
de avaliar o efeito dos níveis de PaCO2. Os autores verificaram que a 
vasculatura no corpo carotídeo de ratos hipóxicos cronicamente 
hipercápnicos estava aumentada em comparação àquela dos ratos controle 
normóxicos, mas a taxa de aumento vascular foi menor do que a 
previamente relatada em corpos carotídeos hipóxicos hipocápnicos e 
isocápnicos. No que concerne CGRP e SP, os autores demonstraram que 
nos corpos carotídeos hipóxicos cronicamente hipercápnicos a densidade 
das fibras imunorreativas a SP e CGRP diminuiu. A inervação peptidérgica 
alterada do corpo carotídeo hipóxico cronicamente hipercápnico seria uma 
das características da adaptação hipóxica assim como nos corpos carotídeos 
hipóxicos cronicamente hipocápnicos e isocápnicos. 
 
ROOSTERMAN et al. (2006) escreveram um extenso artigo de 
revisão sobre a pele com órgão neuroimunoendócrino. A inflamação 
neurogênica (IN) é explicada em detalhes, desde um esquema genérico de 
liberação antidrômica de neuropeptídeos secundários a um estímulo, até 
eventos bioquímicos específicos. Ressalta-se (1) o importante papel dos 
mastócitos na intermediação da resposta em cascata, (2) a função das 
enzimas que degradam neuropeptídeos, como a Neprilisina (NEP), a 
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e a Enzima Conversora de 
Endotelina (ECE); (3) os diversos tipos de receptores de NP’s nas 
membranas celulares das células-alvo, todos membros de uma superfamília 
de receptores acoplados à proteína G (GPCR). Especificamente sobre a SP, 
(1) ela pode estar associada a doenças cutâneas, como psoríase, dermatite 
atópica e dermatite de contato; (2) está associada a eventos 
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imunomodulatórios, inflamatórios e cicatriciais; (3) é capaz de estimular 
mastócitos a liberar histamina, TNF-α, prostaglandina D2 e leucotrieno B4; 
(4) é capaz de estimular queratinócitos a liberar interleucinas IL-1α, IL-1β, 
IL-8 e antagonista de IL-1; (5) é capaz de estimular proliferação de 
fibroblastos; e (6) promove quimiotaxia de neutrófilos, eosinófilos e 
fibroblastos. Quanto ao CGRP, (1) existem dois tipos, o α-CGRP e o 
β-CGRP, diferentes entre si em apenas 1 aminoácido, mas o α-CGRP é 
expresso preferencialmente em neurônios sensitivos cutâneos enquanto o 
β-CGRP é encontrado sobretudo em neurônios entéricos; (2) está associado 
a eventos imunomodulatórios, inflamatórios e cicatriciais; (3) tem efeitos 
anti-inflamatórios ao reduzir acúmulo de neutrófilos, (4) é capaz de 
estimular mastócitos a liberar TNF-α; (5) é capaz de estimular proliferação 
de queratinócitos que também liberam IL-1; (6) é capaz de estimular 
proliferação de melanócitos; (6) promove quimiotaxia de neutrófilos e 
queratinócitos; e (7) é um dos mais potentes vasodilatadores conhecido, 
pelo relaxamento de arteríolas, o que causa edema. 
 
ZEGARSKA, LELIŃSKA, TYRAKOWSKI (2006) relataram em 
estudo realizado que o eritema local é um resultado do reflexo axonal e 
antidrômico sensitivo induzido por fatores vasodilatadores (SP, histamina, 
purinas e CGRP). SP influencia a microvasculatura por meio de receptores 
da Neurocinina-1 (NK-1) e media a liberação de histamina dos mastócitos 
da pele, o que foi associado a vasodilatação, formação de edema e 
liberação de mediadores pró-inflamatórios. Os autores discutiram o papel 
dos nervos na mediação da inflamação cutânea. Informações de 
descobertas recentes estabeleceram um novo conceito de neurobiologia 
cutânea, ressaltando que as influências do sistema nervoso central e 
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periférico, os sistemas endócrino e imune e quase todas as células da pele 
estão interligados em seu papel funcional na pele. A modulação dos 
neuropeptídeos está envolvida nesses mecanismos. As descobertas relativas 
ao mecanismo molecular da ação de neuropeptídeos, especialmente aquelas 
que explicam o papel dos seus receptores, contribuíram significantemente 
para uma melhor compreensão da interação na pele, nervos e sistema 
imunológico durante o processo de IN. Devido a esse conhecimento, é 
possível determinar novas formas de tratamento de doenças inflamatórias 
cutâneas associadas ao sistema neuroendócrino. 
 
PETERS et al. (2006) consideram a pele um órgão imunitário que 
protege contra os diferentes desafios ambientais como riscos biológicos, 
químicos, físicos e a radiação. A imunização cutânea depende da ação das 
células do sistema imunológico e dos neuropeptídeos liberados pelos 
nervos cutâneos, nas respostas de reparação tecidual. Neuropeptídeos 
controlam as funções dos mastócitos e orquestram a IN, sendo que SP e 
CGRP iniciam o processo de IN. SP é capaz de desencadear a liberação de 
citocinas, tais como o TNF-α, a partir de mastócitos em uma IN dependente 
de NK-1, estimulando a migração celular, ativação e citotoxicidade, 
estimulando a proliferação celular endotelial, contribuindo para a 
angiogênese, neovascularização e aumento do influxo de células imunes 
em tecidos inflamados. 
 
CAVIEDES-BUCHELI et al. (2008) fizeram um estudo 
relacionando a função dos neuropeptídeos e da inflamação neurogênica 
com enfoque na polpa dentária. A IN descreve o componente da 
inflamação causado por estímulo apropriado em neurônios periféricos, que 
resulta na liberação de NP’s que alteram múltiplos processos no local da 
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lesão, como permeabilidade vascular e vasodilatação. NP’s são peptídeos 
neurotransmissores ou neuromoduladores estruturalmente mais complexos 
e com mais sítios de ligação para receptores do que neurotransmissores 
clássicos, e estão presentes no sistema nervoso central e no sistema nervoso 
periférico, permitindo que esses sistemas participem da fisiopatologia da 
inflamação periférica na forma de um componente neurogênico. A SP e o 
CGRP localizam-se em fibras A-δ e C e são liberados pelos mesmos 
estímulos: térmico, mecânico, químico, elétrico, infeccioso, capsaicina, 
mediadores inflamatórios, bradicinina e prostaglandinas. A SP age 
sobretudo em receptores NK-1, enquanto o CGRP age sobre receptores 
CGRP1 e CGRP2, todos os três expressos basicamente nas mesmas células: 
mastócitos, macrófagos, células mesenquimais, fibroblastos, linfócitos T e 
B. Os autores complementaram o artigo com informações detalhadas 
relacionando as funções dos NP’s a eventos fisiopatológicos da polpa 
dentária. 
 
 
3.2. Dióxido de Carbono 
 
SAVIN et al. (1995), em estudo duplo cego randomizado, 
demonstraram que a carboxiterapia por infusão de CO2, permite uma 
vasodilatação persistente identificada por videolaparoscopia e um aumento 
significante da concentração local de oxigênio (O2), e que seus efeitos 
locais não foram acompanhados por alterações hemodinâmicas sistêmicas, 
sugerindo que a ação da carboxiterapia promova melhora do fluxo 
sanguíneo, verificado por fluxometria Doppler. 
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HARTMAN et al. (1997) apontaram resultados positivos do 
tratamento com uso de gás carbônico percutâneo em pacientes com 
arteriopatia periférica, pela imersão da perna e do pé em água doce e em 
água enriquecida com dióxido de carbono (CO2) (1200 mg de CO2 por kg 
de água) com temperatura, 34 °C; profundidade, 35cm, tempo de imersão, 
20 min. Houve melhora na claudicação intermitente, com vasodilatação e 
aumento da pressão parcial de oxigênio (PaO2) devido à diminuição local 
da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio, potencializando o efeito Bohr, 
o que resultou em maior disponibilidade de oxigênio para o tecido. 
 
BRANDI et al. (2001) em sua pesquisa com o uso de CO2 por 
injeção subcutânea em 48 pacientes (24-51 anos, média de idade: 34 anos), 
verificaram o aumento da perfusão tecidual, aumento da pressão parcial de 
oxigênio e redução da circunferência (efeito lipolítico). Realizaram 
avaliações histopatológicas das áreas tratadas, ficando evidente: aumento 
da espessura da pele, ruptura da membrana do adipócito e preservação total 
do tecido conectivo, incluindo-se estruturas vasculares e nervosas. Além 
disso, os autores demonstraram, em estudo histológico, cortes com rupturas 
de membranas de adipócitos pela passagem do gás, reforçando o efeito 
lipolítico da carboxiterapia. 
 
TORIYAMA et al. (2002) investigaram os efeitos fisiológicos de 
banhos enriquecidos com CO2 e suas consequências na recuperação de 
membros em pacientes com doença arterial periférica (DAP) e isquemia 
crítica de membros (ICM) com ulceração ou gangrena (estágio IV da 
classificação de Fontaine). Oitenta e três membros com ICM (Fontaine IV) 
de 68 pacientes com DAP foram submetidos a banhos de pé artificialmente 
enriquecidos com CO2 (10 min, 2 vezes ao dia, por pelo menos 2 meses), 
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tendo sido acompanhados por mais de  6 meses. Dos 83 membros tratados, 
69 (83,1 %) puderam ser salvos. Vinte e sete de 28 (96,4 %) que 
apresentavam úlcera e gangrena em apenas um dedo, 13/16 membros 
(81,2 %) em vários dedos e 29/39 membros (74,4 %) em todos os dedos 
e/ou calcanhar, respectivamente, foram salvos. Os autores concluíram que 
os efeitos da água enriquecida com CO2 na microcirculação subcutânea 
poderiam ser devido à vasodilatação periférica refletida pela atividade 
parasimpática elevada e simpática diminuída e que o banho de pé 
enriquecido com CO2 é clinicamente eficiente na recuperação de membros 
com ICM (estágio IV da classificação de Fontaine). 
 
BRANDI et al. (2004) investigaram o efeito da carboxiterapia no 
tratamento da irregularidade da pele pós-lipoaspiração e na melhora da 
flacidez cutânea, mostrando eficácia nos resultados. Segundo os autores, o 
gás carbônico atua na microcirculação vascular do tecido, promovendo 
uma vasodilatação que promove a drenagem venolinfática. Com isso, 
promove melhora no fluxo de nutrientes, como a remodelação dos 
componentes da matriz extracelular e a migração e reparação tecidual. 
Além da atuação na membrana adipocitária e alteração na curva de 
dissociação da hemoglobina com o oxigênio (efeito Bohr), essa ação 
lipolítica oxidativa atua diretamente no Fibroedema Geloide (FEG), 
aumento de viscosidade, estase venulocapilar com hipo-oxigenação e 
consequente sofrimento do adipócito, levando à lipogênese e hipertrofia.  
 
VAUSE et al. (2007) investigaram in vitro os efeitos fisiológicos do 
CO2 na secreção de CGRP por neurônios sensoriais trigeminais. Para esse 
fim, estabeleceram culturas primárias de gânglios trigeminais de ratas 
adultas Sprague-Dawley. Os efeitos das alterações de pH extracelulares 
Literatura 
 
16 
versus intracelulares mediadas por CO2 na secreção de CGRP e os níveis 
intracelulares de cálcio e pH foram determinados permitindo-se a troca de 
PCO2 enquanto se controlava o pH extracelular, uma condição denominada 
hipercapnia isoídrica. Os autores observaram que a secreção de CGRP 
aumentou significantemente em aproximadamente 3 vezes em pH 6,0 e em 
aproximadamente 4 vezes em pH 5,5 em comparação aos níveis basais, em 
pH 7,4. Os efeitos da exposição de diferentes meios tamponados a 100% de 
CO2 também foram estudados e os autores perceberam que há uma 
diminuição gradual do pH em função do tempo, chegando a pH 5,8 após 
300 segundos de exposição. Por outro lado, após exposição ao CO2, não 
houve diminuição de pH no meio isoídrico, que continha bicarbonato e 
fosfato. Depois de demonstrado que a exposição do meio normal 
(tamponado) a 100% de CO2 causa acidificação, o efeito do CO2 sobre a 
secreção de CGRP foi determinado. O tratamento de culturas de 1 dia de 
gânglios trigeminais por 1 hora com estímulo despolarizante (60 mM KCl) 
provocou um aumento de 5 vezes na liberação de CGRP em relação às 
culturas-controle não tratadas. Em seguida, para estabelecer se o CO2 
poderia inibir a secreção de CGRP estimulada por agentes anti-
inflamatórios conhecidos, as culturas trigeminais foram tratadas com 
capsaicina ou com o doador de Óxido Nítrico (NO), Sinaptolisina (SNAP). 
Em meio isoídrico, a capsaicina (2 µM) estimulou CGRP a níveis quase 5 
vezes acima dos basais e a SNAP (1 mM) elevou a secreção de CGRP 
cerca de 3 vezes. Entretanto, em culturas expostas expostos a 100% de 
CO2, durante 5 minutos, os efeitos estimulantes da capsaicina e SNAP 
foram significantemente reprimidos, ficando próximos dos níveis basais. 
Os autores concluíram que o CO2 é capaz de inibir a liberação de CGRP 
pelos neurônios trigeminais em resposta a três diferentes estímulos, KCl, 
capsaicina e NO. Concluíram ainda que os efeitos inibitórios do CO2 na 
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secreção do CGRP são provavelmente mediados pela inibição da atividade 
dos canais de cálcio e subsequente elevação do cálcio intracelular, além de 
alterações do pH intracelular. 
 
CASALE, ROMERO, SPIERINGS (2008), considerando que CO2 
intranasal pode inibir a ativação neuronal trigeminal e suprimir a liberação 
de CGRP, investigaram se o CO2 inalado por via intranasal seria eficaz no 
tratamento da Rinite Alérgica Sazonal (SAR). O estudo foi realizado em 
centro único, aleatório, duplo-cego, controlado por placebo e com grupo 
paralelo. O tratamento consistiu de CO2 ou ar (placebo) em uma proporção 
de 2:1, administrados em cada narina por 60 segundos, a uma taxa de fluxo 
de 10 mL/s. Participaram do estudo 89 pacientes entre 18 e 75 anos de 
idade, com história de pelo menos 2 anos de SAR necessitando 
farmacoterapia. Os pacientes selecionados responderam positivamente ao 
teste cutâneo por prick (picada) com uma pápula de pelo menos 3 mm de 
diâmetro a mais do que o controle, tendo sido utilizados alérgenos sazonais 
de grama ou mofo prelalentes em Omaha, Nebraska, em maio de 2005. Dos 
89 pacientes, 60 receberam CO2 e 29 receberam placebo/ar, e todos 
completaram o estudo. O desfecho primário de eficácia foi a alteração a 
partir da linha basal do escore total de sintomas nasais (TNSS), a soma do 
congestionamento, coriza, coceira e espirros foi pontuada em uma escala de  
0 a 5 pontos, após 30 minutos. O CO2 resultou em uma melhora 
estatisticamente significante no TNSS (CO2 x placebo) aos 30 minutos em 
relação ao placebo (alterações absolutas de 5,0 para o CO2 e de 2,2 para o 
placebo, P = 0,00019). A melhora em relação ao valor basal do TNSS (CO2 
x placebo) foi estatisticamente significante aos 10 minutos e manteve-se 
assim por 24 horas. Os autores concluíram que dois tratamentos intranaisais 
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de CO2 de 60 segundos resultaram em alívio rápido (10 minutos) e 
sustentado (24 horas) dos sintomas de rinite alérgica sazonal. 
 
BRANDI et al. (2010) relataram os resultados clínicos e 
instrumentais da aplicação de CO2 no tratamento de feridas crônicas em 70 
pacientes (45 homens, 25 mulheres; 45-75 anos, média de idade: 66 anos) 
portadores de úlceras crônicas nos membros inferiores. Os pacientes, 
provenientes da Unidade de Cirurgia Plástica do Hospital Universitário de 
Siena, Itália, foram selecionados por etiologia associada (arteriopatia 
periférica, insuficiência venosa crônica, diabetes tipo I e diabetes tipo II) e 
por extensão da ferida e divididos aleatoriamente em dois grupos 
homogêneos. As lesões cutâneas tinham evolução média de 12 meses (faixa 
de 4-24 meses). No grupo A, a terapia com CO2 foi empregada 
adicionalmente aos métodos de rotina de tratamento dessas lesões 
(desbridamento químico ou cirúrgico, curativos avançados segundo as 
características de cada lesão), 2 vezes por semana por um período de 6 
semanas, iniciando no primeiro dia de tratamento das lesões. No grupo B, 
apenas os métodos de rotina foram empregados no tratamento das lesões. 
As úlceras foram consideradas como cicatrizadas quando constatada a 
reepitelização. Nos demais casos, o estudo foi conduzido (utilizando apenas 
curativos em ambos os grupos) por um período de 60 dias, ao fim do qual a 
variação percentual no tamanho da lesão foi medida e registrada utilizando-
se um grid transparente milimetrado. Ambos os grupos foram submetidos a 
avaliação instrumental (fluxometria laser Doppler, medições de TcPO2), 
clínica e fotográfica. No grupo submetido a terapia com aplicação 
subcutânea de CO2, os resultados evidenciaram um aumento significante 
nos valores de oxigenação dos tecidos, o que foi confirmado pelo maior 
progresso das lesões tanto em termos de cicatrização quanto de redução da 
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área lesionada. As análises de TcPO2 no grupo A mostraram um aumento 
nos valores médios de 21,55 para 41,18 mmHg (p < 0,001), enquanto no 
grupo B a média aumentou de 22,15 para 32,54 mmHg, sem valores 
p estatisticamente significantes. O tempo médio de cicatrização no grupo A 
foi de 25 dias contra 37 dias no grupo B. Todos os pacientes continuaram o 
tratamento e monitoramento, mesmo após cicatrização, até o sexagésimo 
dia, para estabilização dos resultados e estudo das reações locais de 
microcirculação. Nos pacientes cujas feridas não cicatrizaram até o 
sexagésimo dia (grupo A: 10 pacientes; grupo B: 17 pacientes), o 
percentual médio de redução do tamanho da ferida foi de 85 % no grupo A 
e 60 % no grupo B. Levando-se em consideração a segurança, eficácia e 
confiabilidade desse método, mesmo sendo necessários mais estudos, os 
autores acreditam que valha a pena incluir a terapia com aplicação 
subcutânea de CO2 no tratamento de feridas que envolvam danos 
relacionados a hipóxia. 
 
NACH et al. (2010) relatam o uso da carboxiterapia para melhora de 
cicatrizes em uma paciente de 60 anos de idade. A paciente tinha como 
queixa principal, cicatrizes ao longo de uma incisão submentoniana e de 
uma incisão pré-auricular direita realizadas 5 anos antes durante um 
procedimento de ritidoplastia. O exame revelou marca dos pontos ao longo 
das cicatrizes, hipertrofia e eritema da incisão submentoniana e 
alargamento da incisão pré-auricular. Foi realizado tratamento com 10 
sessões de carboxiterapia administrados com 1 a 2 semanas de intervalo, 
com resultados satisfatórios e visível melhora. Os autores consideram a 
carboxiterapia um excelente complemento ao arsenal dos cirurgiões 
plásticos devido à sua relativa ausência de toxicidade, facilidade de uso e 
predizibilidade de resultados. 
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4. MÉTODOS 
 
 
 
4.1. Desenho do Estudo 
O presente estudo é primário, intervencional, experimental, 
aleatorizado, unicego e controlado. 
O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa da UNIFESP sob o protocolo nº 1695/10 (Apêndice 1). 
4.2. Local do Estudo 
Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de 
Cirurgia Experimental  do Departamento de Cirurgia da Escola Paulista de 
Medicina da Universidade Federal de São Paulo. 
4.3. Amostra 
Foram utilizados 56 ratos Wistar-EPM (Rattus norvegicus) adultos, 
machos, com peso entre 250 e 350 gramas, com idade de oito semanas, 
oriundos do Biotério Central do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da Escola Paulista de 
Medicina da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). Os 
procedimentos cirúrgicos experimentais foram realizados no Laboratório de 
Cirurgia Experimental  do Departamento de Cirurgia da Escola Paulista de 
Medicina(EPM). Os animais foram confinados em gaiolas individuais de 
plástico, com tampa metálica própria para dispor o recipiente com água e 
ração comercial, a serem consumidas ad libitum. O ambiente foi mantido, 
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por meio de dispositivos eletrônicos, a uma temperatura constante de 22 1 
ºC, manutenção do grau de umidade e de um ciclo claro/escuro de 12 horas 
de luz. Os animais tiveram o período de 1 (uma) semana para ambientação 
antes da manipulação experimental. 
 
 
4.4. Delineamento Experimental 
 
Os animais foram pesados e distribuídos aleatoriamente 
(www.randomization.com) em 4 subgrupos de 7 ratos, para cada tipo de 
neuropeptídeo, sendo 28 animais para CGRP, sendo distribuídos em 
pró-CGRP (15 kDa ) e CGRP (5 kDa) para análise e 28 para SP, como se 
segue: 
 
Grupo CGRP 
Subgrupo 1 CGRP-Controle: os animais foram submetidos à 
tricotomia e após 1 hora, foram demarcados com punch cirúrgico de 4 mm 
na metade da reta A. As amostras de pele parcial foram retiradas com 
dermátomo elétrico com espessura de 500 μm, sendo padronizados o 
tamanho e formato da amostra. 
 Subgrupo 2 CGRP-Controle agulha: os animais deste subgrupo 
foram submetidos à tricotomia e após 1 hora receberam a perfuração com a 
agulha hipodérmica 30 G , 0,30 x 4 mm, na metade da reta A, com 
angulação de 90
o
. Foram demarcados com punch cirúrgico de 4 mm sobre a 
área da perfuração da agulha, sendo as amostras de pele parcial retiradas 
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com dermátomo elétrico com espessura de 500 μm, padronizando o 
tamanho e formato da amostra. 
Subgrupo 3 CGRP-CO2: os animais deste subgrupo foram 
submetidos à tricotomia e após 1 hora receberam a injeção de Dióxido de 
Carbono com fluxo de 80 ml/min, durante 10 segundos, totalizando uma 
volume de 8 ml, com a agulha hipodérmica 30 G, 0,30 x 4 mm, na metade 
da reta A, com angulação de 90
o
 graus. Foram demarcados com punch 
cirúrgico de 4 mm sobre a área da perfuração da agulha, em seguida foram 
retiradas as amostras de pele parcial com dermátomo elétrico, com 
espessura de 500 μm, padronizando o tamanho e formato da amostra. 
Subgrupo 4 CGRP-ar atmosférico : os animais deste subgrupo 
foram submetidos à tricotomia e após 1 hora receberam a injeção de Ar 
Atmosférico com fluxo de 80 ml/min, durante 10 segundos, totalizando 
uma volume de 8 ml, com a agulha hipodérmica 30 G 0,30 x 4 mm, na 
metade da reta A, com angulação de 90
o
 graus. Foram demarcados com 
punch cirúrgico de 4 mm sobre a área da perfuração da agulha, em seguida 
foram retiradas as amostras de pele parcial com dermátomo elétrico, com 
espessura de 500 μm, padronizando o tamanho e formato da amostra. 
 
Grupo SP 
Subgrupo 1 SP-Controle: os animais foram submetidos à tricotomia 
e após 1 hora, foram demarcados com punch cirúrgico de 4 mm na metade 
da reta A, e retiradas as amostras de pele parcial com dermátomo elétrico 
com espessura de 500 μm, padronizando o tamanho e formato da amostra. 
Subgrupo 2 SP-Controle agulha: os animais deste subgrupo foram 
submetidos a tricotomia e após 1 hora receberam a perfuração com a 
agulha hipodérmica 30 G , 0,30 x 4 mm, na metade da reta A, com 
angulação de 90
o
 graus. Foram demarcados com punch cirúrgico de 4 mm 
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sobre a área da perfuração da agulha e retiradas as amostras de pele parcial 
com dermátomo elétrico com espessura de 500 μm, padronizando o 
tamanho e formato da amostra. 
Subgrupo 3 SP -CO2: os animais deste subgrupo foram submetidos a 
tricotomia e após 1 hora receberam a injeção de Dióxido de Carbono com 
fluxo de 80 ml/min, durante 10 segundos, totalizando uma volume de 8 ml, 
com a agulha hipodérmica 30 G, 0,30 x 4 mm, na metade da reta A, com 
angulação de 90
o
 graus. Foram demarcados com punch cirúrgico de 4 mm 
sobre a área da perfuração da agulha, em seguida foram retiradas as 
amostras de pele parcial com dermátomo elétrico, com espessura de 
500 μm, padronizando o tamanho e formato da amostra. 
Subgrupo 4 SP-ar atmosférico: os animais deste subgrupo foram 
submetidos a tricotomia e após 1 hora receberam a injeção de Ar 
Atmosférico com fluxo de 80 ml/min, durante 10 segundos, totalizando 
uma volume de 8 ml, com a agulha hipodérmica 30 G 0,30 x 4 mm, na 
metade da reta A, com angulação de 90
o
 graus. Foram demarcados com 
punch cirúrgico de 4 mm sobre a área da perfuração da agulha, em seguida 
foram retiradas as amostras de pele parcial com dermátomo elétrico, com 
espessura de 500 μm, padronizando o tamanho e formato da amostra. 
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FIGURA 1 – Distribuição dos grupos. 
Distribuição dos animais do experimento, sendo 7 animais para 
cada subgrupo pertinente à pesquisa.  
 
 
4.5. Procedimentos Experimentais 
4.5.1. Anestesia 
 
Os animais foram submetidos à anestesia geral por via intramuscular, 
utilizando-se cloridrato de xilazina (50 mg/kg) e quetamina (100 mg/kg), 
de uso veterinário, misturados na proporção de 1:2, respectivamente, e 
injetados (1 ml/kg) no músculo gastrocnêmio direito, Após a indução 
anestésica, os animais foram dispostos em decúbito ventral e foi 
realizada depilação com tricótomo elétrico (WAHL
®
) no dorso do rato.  
Após tricotomia, foram demarcados em cada animal, por meio de 
caneta dermográfica, com o cuidado de que a tinta da caneta não fique 
marcada ao longo dessa reta, 2 pontos (A1 e A2) representando um 
CGRP- 28 ratos 
Wistar EPM 
7 ratos  
CGRP Controle 
7 ratos  
CGRP  Controle 
Agulha 
7 ratos  
CGRP Injeção CO2 
7 ratos 
CGRP Injeção  Ar 
Atmosférico 
56 Ratos 
Wistar EPM 
SP -28 Ratos 
Wistar EPM 
7 ratos  
SP Controle 
7 ratos  
SP Controle 
Agulha 
7 ratos 
SP Injeção CO2 
7 Ratos  
SP Injeção   
Ar  Atmosférico 
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segmento “A”, localizado na linha mediana dorsal, 2 cm inferior à linha 
transversa do ângulo inferior das escápulas, com marcação no intervalo de 
1,5 cm a partir da linha mediana dorsal para a aplicação dos procedimentos 
experimentais. 
 
 
 
FIGURA 2 – Determinação do 
ponto da injeção dos gases. 
Marcação do segmento de reta A pelos 
pontos A1 e A2. Dorso de rato depilado 
(escápulas em amarelo). Pontos A1 e A2 
(vermelho), marcados com caneta 
dermográfica ao longo de uma reta A de 
3 cm (não marcada com caneta). 
 
  
  
A 1 
1,5 cm 
A 2 
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Após a anestesia e a demarcação do segmento A, os animais do 
Subgrupo G2 foram submetidos somente à introdução total de agulha 
hipodérmica (agulha descartável 30 G, 0,30 x 4 mm), com angulação de 
90 
o 
no ponto que compreende a metade da distância entre o ponto A1 e A2 
(1,5 cm) da reta A de 3 cm, e os animais do Subgrupos G3 e G4  foram 
submetidos à injeção de dióxido de carbono e /ou ar atmosférico com 
pressão de 80 ml/minuto durante 10 segundos, em um único ponto e em 
dose única, utilizando uma agulha hipodérmica, descartável, sendo uma 
para cada animal (30 G, 0,30 x 4 mm). A aplicação da agulha manteve uma 
angulação de 90º em relação ao tecido nos subgrupos experimentais G2, G3 
e G4, para os animais do grupo que foram avaliados quanto aos 
neuropeptídeos SP, respeitou-se um tempo de espera para a eutanásia e 
retirada de pele de 14 minutos e para o grupo que foram avaliados quanto 
aos neuropeptídeos CGRP, o tempo de espera para a eutanásia e retirada de 
pele foi de 21 minutos, seguindo resultados do estudo piloto realizado 
previamente ao estudo. 
 
 
 
FIGURA 3 – Injeção dos gases. 
Punctura da agulha a 90° e injeção dos 
Gases CO2 e Ar atmosférico. 
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4.6. Exérese da Amostra 
 
Para exérese da amostra, todos os animais foram submetidos à morte 
assistida indolor por hiperdosagem anestésica (5 vezes a dose posológica), 
seguida de secção dos grandes vasos cervicais. 
No Grupo G1, a amostra de pele parcial foi retirada 60 minutos após 
a realização da tricotomia (tempo de espera dos animais de todos os 
subgrupos para a realização dos procedimentos experimentais). No entanto, 
nos subgrupos G2, G3 e G4, além do intervalo de 60 minutos após a 
tricotomia para o início da realização dos procedimentos experimentais, as 
amostras de pele foram retiradas 21 minutos após o término dos 
procedimentos experimentais para quantificação de CGRP e 14 minutos 
para quantificação de SP. 
Com o rato já morto, o animal foi firmemente seguro nas suas 
extremidades caudal e cranial, de modo a manter a pele do dorso esticada e 
expor a região demarcada pela reta A, pois sendo o dermátomo uma 
estrutura plana e pesada, seu manuseio demanda alta precisão e firmeza, 
exigindo a tração da pele do animal, a fim de utilizar a coluna vertebral do 
mesmo como apoio. Antes da retirada da pele parcial foi utilizado um 
punch cirúrgico de 4 mm (Figura 6)  na metade da reta A (1,5 cm do ponto 
A1 para o A2), que corresponde a área de pele marcada pela perfuração  da 
agulha, dos subgrupos G2, G3 e G4, permitindo a obtenção de um 
fragmento de pele, com espessura constante e formato idêntico. 
Utilizando-se em seguida um dermátomo elétrico (Padgett®) (Figura 
4), foi retirada uma peça de pele parcial do dorso do rato, com espessura de 
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500 μm, contendo em seu centro a área demarcada pelo punch de 4 mm, 
com no mínimo 1 cm de distância das suas margens (Figuras 4 e 5). 
 
 
 
FIGURA 4 – Expansão da pele. 
Pele do animal expandida pelos Gases CO2 e Ar 
atmosférico. 
 
 
 
FIGURA 5 – Posição do punch. 
Demarcação com punch cirúrgico de 4 mm  
para retirada de pele parcial. 
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FIGURA 6 – Dermátomo elétrico. 
Apresentação do dorso do animal e retirada de pele 
total com Dermátomo Elétrico. 
 
 
 
FIGURA 7 –  Pele parcial retirada. 
Após a retirada de pele para análise, já com o círculo 
demarcado pelo punch cirúrgico de 4 mm. 
 
 
As amostras retiradas foram imediatamente colocadas em tubos 
Eppendorf secos, previamente catalogados com numeração aleatória. Esses 
tubos foram congelados em gelo seco e mantidos em freezer a -20 ºC até o 
Western Blotting. 
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A.  
B.   
FIGURA 8 A e B – A. Amostra de pele 
padronizada. 
Amostra de pele retirada do centro da reta A (após o 
punch), resultando em um fragmento de pele parcial, 
com forma circular e espessura de 500 μm, para 
análise. Mantida em tubo Eppendorf para envio para 
análise por Western Blotting. B. Fotomicrografia 
das amostras corada em HE (10 x), mostrando 
espessura constante. 
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4.7. Extração de Proteínas por Western Blotting 
 
Os fragmentos retirados de cada animal foram homogeneizados em 
solução tampão para extração da proteína total. Primeiramente, os 
fragmentos foram lisados e homogeneizados, com auxílio de um 
homogeneizador, utilizando-se 350 µL de tampão de lise constituído por 
NP40 (1 %), Deoxicolato de Sódio (0,5 %), Dodecilsulfato de Sódio (SDS,  
1 %), Ácido Edético (EDTA, 1 mmol/L), Ácido Egtácico (EGTA, 
1 mmol/L) e coquetel inibidor de proteases (Sigma, 1 %) em PBS (pH 7,4). 
Após a homogeneização, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 20 
minutos a 4 ºC, o sobrenadante foi obtido e a quantidade de proteína foi 
determinada usando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). 
As amostras foram diluídas em tampão de lise a fim de se obter 
60 µg em 25 µL de tampão, tendo sido desnaturadas a 100 ºC durante 3 
minutos e aplicadas às canaletas do gel de poliacrilamida a 12 % para 
fracionamento. Em um dos pocinhos, foram aplicados 5 µL de marcador de 
peso molecular (Kaleidoscope, pré-corado, Bio-Rad, EUA). O tampão de 
corrida foi preparado com Trisma (25 mmol/L), Glicina (0,2 mol/L) e SDS 
(0,1 %), as proteínas foram separadas por aplicação de 100 volts durante 1 
hora e 30 minutos. 
Após a corrida, as proteínas foram transferidas para membrana de 
Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad) utilizando tampão de 
transferência gelado contendo Trisma (25 mmol/L), Glicina (0,2 mol/L) e 
Metanol (10 %) durante 1 hora a 100 V. 
A membrana foi, então, incubada com solução de bloqueio dos sítios 
não ocupados durante 15 minutos a temperatura ambiente. A solução de 
bloqueio foi constituída a base de leite (10 %) em tampão Trisma-Salina 
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com Tween-20 (TBS-T) a 0,05 %. Após o bloqueio, as membranas foram 
incubadas com os anticorpos primários: anticorpo policlonal anti-
Substância P produzido em cabra (1/100, Santa Cruz), e anticorpo 
policlonal anti-CGRP produzido em coelho (1/300, Sigma), ambos diluídos 
em leite (3 %) em TBS-T, por 24 horas a 4 ºC e agitação constante. Após 
essa incubação, as membranas foram lavadas por duas vezes em TBS-T por 
10 minutos e incubadas com os anticorpos secundários anticabra (1/2.000, 
GE) e anticoelho (1/10.000, GE), conjugados a uma peroxidase (HRP-
conjugado), diluídos em leite (3 %) em TBS-T e incubados por 1 hora em 
temperatura ambiente. 
Após a incubação com os anticorpos secundários, as membranas foram 
lavadas por duas vezes com TBS-T e uma vez com tampão Trisma-Salina 
(TBS) durante 10 minutos cada. A reação aconteceu pela incubação com 
reagente quimioluminescente (Western Lightning Chemiluminescence 
Reagent Plus, ECL kit, Perkinelmer, EUA) durante exatamente 1 minuto. As 
membranas foram expostas a filme sensível à quimioluminescência 
(Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) pelo período de 30 segundos a 5 
minutos, dependendo do anticorpo, e reveladas conforme instruções do 
fabricante. 
Após revelação dos filmes, as membranas foram lavadas e 
submetidas a nova marcação com anticorpo contra a beta-actina, uma 
proteína, a fim de normalizar os valores proteicos. Para isso, as membranas 
foram incubadas com anticorpo primário contra beta-actina diluído a 
1:30.000 (Sigma, EUA) em TBS-T contendo Soroalbumina Bovina (BSA) 
a 1 % por 1 hora em temperatura ambiente, seguido de duas lavagens com 
TBS-T por 10 minutos cada e de incubação por 45 minutos à temperatura 
ambiente, com o anticorpo secundário (anticoelho, HRP conjugado, 
Amersham) diluído a 1:10.000 em TBS-T com BSA 1 %. Após essas 
Métodos 
 
34 
incubações, as membranas foram lavadas como descrito anteriormente 
seguidas da reação e revelação do filme (CHADI et al., 2008; ALVES et 
al., 2011). 
Os filmes foram quantificados por densitometria óptica usando um 
sistema de análise de imagens conforme descrito por CHADI et al. (2008). 
 
4.8. Análise Estatística 
 
As quantidades de SP e CGRP nas amostras de pele foram obtidas 
em unidades de valores arbitrários, apresentadas como média, desvio 
padrão e valores máximos e mínimos.  
No primeiro momento, optou-se por obter as primeiras hipóteses do 
estudo relacionadas à quantificação de neuropeptídeos nas diferentes 
formas de tratamento utilizando-se o gráfico descritivo Box Plot.  
Depois de estabelecidas as hipóteses, partiu-se para a conclusão de 
veracidade pelos testes de hipóteses. 
Dado que as amostras eram de tamanho 28, ou seja, amostras 
pequenas, foi realizado o Teste de Kolmogorov Smirnov a fim de verificar 
sua normalidade. Constatada a não normalidade dos dados, seguiu-se com 
teste intragrupos pela técnica de Wilcoxon Mann Whitney, que testa 
amostras não paramétricas, independentes e aleatórias. 
Para todos os testes, foi considerado um nível de significância 
p = 0,05. 
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5. RESULTADOS 
 
 
Em relação à secreção do Peptídeo Relacionado com o Gene de 
Calcitonina (CGRP) 15 kDa (Figura 9) o número de neuropeptídeos do 
subgrupo Controle (Cont) não diferiu estatisticamente do grupo no qual foi 
apenas inserida a agulha (Cont Ag). O mesmo aconteceu para os subgrupos 
nos quais foram injetados CO2 e Ar atmosférico. Ao mesmo tempo, notou-
se uma diferença significante entre os subgrupos controles e os subgrupos 
CO2 e Ar Atmosférico. 
Ainda analisando-se o gráfico, foi constatada a presença de um 
outlier na amostra, que não foi desconsiderado ou recalculado pois não 
comprometeu o resultado do estudo. 
 
 
 
FIGURA 9 – Gráfico CGRP 15 kDa. 
Quantificação do Neuropeptídeo CGRP 15 kDa por Western Blotting. 
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A análise do gráfico de CGRP 5 kDa (Figura 10) mostrou que não 
houve diferença significante entre os subgrupos. 
 
 
 
FIGURA 10 – Gráfico CGRP 5 kDa. 
Quantificação do Neuropeptídeo CGRP 5 kDa por Western Blotting. 
 
 
O gráfico referente à Substância P (SP) (Figura 11) mostrou um 
comportamento semelhantes e hipóteses iguais às descritas para o Grupo 
CGRP 15 kDa. 
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FIGURA 11 – Gráfico SP. 
Quantificação do Neuropeptídeo SP por Western Blotting. 
 
 
Após as primeiras análises, foi aplicado o Teste Kolmogorov 
Smirnov nos 3 grupos CGRP 15 kDa (p=0,976), 5 kDa (p=0,907) e SP 
(p=0,848), onde nenhuma das amostras apresentou normalidade de acordo 
com os p-valores. 
Dado o resultado, foi aplicado o Teste Wilcoxon Mann Whitney que 
compara os subgrupos dois a dois. 
Em relação à amostra de CGRP 15 kDa, os únicos métodos que não 
apresentaram diferença significante na quantidade de neuropeptídeos foram 
a injeção de CO2 em relação à injeção de Ar Atmosférico (p= 0,749). O 
Grupo Controle e o Grupo Controle Agulha mostraram diferença na 
quantidade de neuropeptídeos quando comparados a todos os outros 
grupos. 
A próxima amostra a ser testada foi a CGRP 05 kDa, não tendo 
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apresentado diferença estatisticamente significante na quantidade de 
neuropeptídeos em nenhum dos tratamentos aplicados. 
Para finalizar as análises, testou-se a amostra SP, que não apresentou 
diferença na quantidade de neuropeptídeos entre os grupos Controle e 
Controle Agulha (p=0,949) e na comparação entre injeção CO2 e Ar 
Atmosférico (p=0,949). 
 
 
 
  
DISCUSSÃO 
 
  
 
 
41
6. DISCUSSÃO 
 
 
 
A cicatrização cutânea consiste em um processo complexo 
envolvendo inflamação, epitelização, angiogênese, formação de tecido de 
granulação e deposição de matriz extracelular realizados por diferentes 
tipos de células, como queratinócitos, fibroblastos, células inflamatórias e 
endoteliais (FERREIRA et al, 2009; FERREIRA et al, 2010; BROWER & 
JOHNSON, 2003 ).  
A pele possui um Sistema Nervoso Cutâneo (CTNS), ou sistema 
neurossensorial, considerada como Sistema Neuro-Imuno-Endrócrino, 
principal responsável pelo processo de cicatrização, através de estímulo 
simpático na inflamação neurogênica e geração de correntes bioelétricas 
(FERREIRA et al, 2009; HOCHMAN, et al 2013). Porém, poucos estudos 
dão ênfase à fase de inflamação neurogênica, sendo este o primeiro evento 
na fase inflamatória do processo de cicatrização. Os neuropeptídeos 
presentes nas fibras nervosas da pele desempenham funções autônomas de 
nocicepção e iniciam uma cadeia de eventos em cascata disparando 
processos inflamatórios, imunológicos e sensoriais (dor, prurido e 
vasodilatação ou flare). A partir daí, diversas células com receptores 
específicos para NP’s são ativadas, como mastócitos, queratinócitos, 
fibroblastos, melanócitos, neutrófilos, linfócitos, entre outras e uma 
diversidade de fatores são liberados, tais como histamina, TNF-α, 
prostaglandinas, leucotrienos, interleucinas. Também tem início a 
quimiotaxia de células imunomoduladoras (FERREIRA et al, 2009; 
LIANG et al., 2004; AKAISHI et al., 2008; HOCHMAN et al., 2008; 
HOCHMAN et al, 2013). 
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Alguns autores mencionam que possíveis falhas nas vias iniciais da 
inflamação neurogênica possam levar a uma diminuição da velocidade e 
também na própria qualidade do processo de cicatrização (SMITH et al., 
2002; DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS, 2005; ROOK & 
MCCARSON, 2007). 
Segundo KALIL-GASPAR (2003), na inflamação neurogênica 
ocorre vasodilatação arteriolar com formação de pápula com evidente 
eritema. Segundo o autor, qualquer dano ou estímulo na pele pode 
desencadear a inflamação neurogênica, sendo que o extravasamento de 
plasma e a vasodilatação neurogênica podem ser inibidos por um bloqueio 
no impulso nervoso e sua condução, estabilização de mastócitos, bloqueio 
de receptores da capsaicina, bloqueio de canais iônicos, com uso de anti-
inflamatórios esteroides; pela depleção de neurotransmissores e pela 
inibição pré-sináptica. 
Além disso, CAVIEDES-BUCHELI et al. (2008) apontam diversos 
estímulos que desencadeiam a inflamação neurogênica, como calor, lesões 
tópicas, agentes irritantes, alérgenos, luz ultravioleta e agentes 
microbianos. Já ZEGARSKA, LELIŃSKA, TYRAKOWSKI (2006) 
demonstram que o estresse mecânico também estimula as fibras sensitivas 
presentes na pele levando um impulso para processamento medular, o que 
desencadeia um reflexo axonal com estimulação antidrômica dos nervos 
sensitivos ao redor do estímulo inicial, levando à liberação de 
neuropeptídeos pelas terminações nervosas livres da pele, incluindo a 
Substância P (SP) e o Peptídeo Relacionado com o Gene da Calcitonina 
(CGRP), ambos essencialmente pró-inflamatórios, apesar do CGRP 
apresentar também atividades anti-inflamatórias e imunossupressoras 
(ROOSTERMAN et al., 2006). 
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Devido à importância desses neuropeptídeos na pele, o presente 
estudo teve como intuito verificar a influência do Dióxido de Carbono 
(CO2) na liberação desses neuropeptídeos, o que auxilia o esclarecimento 
dos mecanismos que levam ao aumento da perfusão vascular pelo CO2.  
Assim, o modelo experimental foi realizado em ratos pela facilidade 
de busca por resultados em níveis cutâneos. Além disso, a maioria dos 
estudos existentes utilizou o mesmo animal, o que facilita as comparações 
dos resultados obtidos, permitindo o desenvolvimento da investigação 
(KAMI et al., 1985; KUBOTA & OHSHIRO, 1996; KUBOTA, 2002; 
LIEBANO, FERREIRA, SABINO NETO, 2002; PINFILDI et al., 2005; 
PRADO et al., 2009; CURY et al., 2009; BOSSINI et al., 2009; COSTA et 
al., 2010; PRADO et al., 2010).  
Para a anestesia foi utilizada a mistura anestésica de cloridatro de 
xilazina (50mg/kg) e quetamina (100mg/kg), pois atua primeiramente na 
imobilização do animal. Essa combinação, por via intramuscular ou 
intraperitonial, é uma das mais utilizadas em animais de pequeno porte, 
pois pode manter o animal anestesiado por até 60 minutos, com 
possibilidade de reforço da dose, caso o tempo cirúrgico seja prolongado 
(SCHANAIDER & SILVA, 2004). 
Para a perfeita adequação e reprodutibilidade do método foram 
suplantadas diversas particularidades, previamente estabelecidas por 
estudos pilotos, pois os neuropeptídeos possuem estrutura molecular frágil, 
são facilmente liberados pelas terminações nervosas e têm padrão de 
disponibilidade na pele e internalização celular pouco estudadas (BRAIN et 
al., 1996; WEIDNER et al., 2000), portanto, o processo de depilação dos 
pelos realizada poderia ser um fator determinante de liberação de 
neuropeptídeos cutâneos, já que a retirada de pelos, seja qual for o método, 
também implica em microtraumas na pele do animal.  
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No entanto, não há na literatura estudos que determinem o tempo de 
degradação dos neuropeptídeos no interstício da pele, o que levou à 
necessidade de um estudo piloto para determinar em quanto tempo essas 
substâncias retornam às concentrações fisiológicas na pele após uma 
depilação. Nesse estudo, ainda não publicado, detectou-se que a SP e o 
CGRP retornam aos valores basais em até 60 minutos após um estímulo 
único gerado. Sendo assim, estabeleceu-se um tempo de 60 minutos como 
padrão para o início do experimento após a depilação, quando as 
concentrações de ambos os neuropeptídeos já estivessem 
comprovadamente em níveis fisiológicos. Nem DRUCKER et al. (1998) 
nem RAJKOVIC et al. (2005) aguardaram algum período após a depilação, 
o que poderia representar viés na quantificação de neuropeptídeos na pele.  
Em relação à injeção dos gases, foi realizado um estudo piloto para 
determinar o tempo de maior detecção dos neuropeptídeos SP e CGRP na 
pele de ratos após injeção de CO2 e Ar atmosférico, para então realizar a 
eutanásia e retirada de pele parcial do animal. Foi então estabelecido um 
tempo de espera específico para cada neuropeptídeo, sendo de 14 minutos 
para o grupo SP e 21 minutos para o grupo CGRP.  
A técnica de injeção de CO2 foi utilizada, pois tem como efeito final 
o aumento da microcirculação. Estudos salientam também o aumento 
parcial da tensão de oxigênio, que tem como consequência, aumento da 
hipercapnia induzida no fluxo sanguíneo capilar; queda no consumo de 
oxigênio cutâneo e dissociação de O2 (efeito Bohr), que é a tendência do 
oxigênio migrar para área de aumento de concentração de CO2 
(VARLARO et al. 2007; e  BRANDI et al. 2002). Contudo, o CGRP por 
ser um potente vasodilatador, poderia estar diretamente interligado com os 
efeitos da injeção de CO2.   
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Para a aplicação de CO2, o presente estudo utilizou a técnica de 
injeção subcutânea, pois em estudo piloto prévio, verificou-se maior 
promoção da distensão dérmica e menor resistência à punturação da agulha 
do que na técnica de aplicação intradérmica. Isso vai de encontro aos 
achados de FERREIRA, HADDAD E TAVARES (2008), VARLARO et 
al. (2007) que ressaltam a necessidade de pesquisas futuras para efetuar a 
comparação entre injeções intradérmicas e subcutâneas, assim como definir 
o volume de gás utilizado e a frequência de sessões de tratamento. 
Já em relação ao fluxo de CO2, VARLARO et al. (2007) relatam que 
o limite diário de injeção de CO2 é de 2000 ml por sessão de carboxiterapia, 
e normalmente o fluxo médio utilizado para a injeção de CO2 é de 30-50 
ml/minuto e em animais segundo FERREIRA, HADDAD E TAVARES 
(2008), a pressão utilizada foi de 15 mmHg e velocidade do fluxo de 20 
mmHg, mas salientam a necessidade de estabelecer e padronizar o fluxo e a 
pressão. Porém, diferentemente desses autores, em estudo piloto 
determinou-se a padronização de um fluxo de 80 ml/minuto durante 10 
segundos, em um único ponto utilizando uma agulha hipodérmica à 90º em 
relação ao tecido. 
O modelo experimental utilizou-se da região dorsal do rato, sendo 
que esta possui uma espessura total de 900 a 1000 µm e os folículos pilosos 
são abundantes em profundidade maior que 500 µm. Segundo RAJKOVIC 
et al. (2005), as terminações nervosas se concentram na epiderme e na 
metade superior da derme e os folículos pilosos, por serem ricamente 
inervados e abundantes em neuropeptídeos, podem mascarar a análise de 
eventos mais sutis na superfície da pele. Devido a esse fato, o presente 
estudo utilizou um dermátomo elétrico para que a pele parcial tivesse uma 
espessura sempre constante (500 µm) e para que não houvesse diferença de 
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volume entre as amostras, nem que viessem inadvertidamente 
acompanhadas de tecido subcutâneo ou panículo carnoso. 
A demarcação visual com caneta da área a ser analisada seria 
conveniente para o experimento, mas um estudo piloto demonstrou que a 
tinta das canetas dermográficas, ao pigmentar as camadas superficiais da 
derme, interfere no método de quantificação dos neuropeptídeos na placa 
de gel do Western Blotting (WB). Além disso, devido à especificidade do 
WB as amostras tiveram volumes homogeneizados e padronizados, 
utilizando um punch cutâneo, para definir a área de retirada de pele parcial. 
Essas amostras foram retiradas sobre o ponto de injeção da agulha 
hipodérmica, exatamente no centro da reta A de 3 cm, já que essa era a 
origem do estímulo para liberação de neuropeptídeos.  
Em sequência a essas padronizações, foi realizada a quantificação de 
neuropeptídeos na pele pelo método de WB por ser um método viável para 
detecção de neuropeptídeos na pele, com alta sensibilidade e 
especificidade, reprodutibilidade e acessibilidade técnica e econômica. No 
entanto, por se tratar de uma técnica demorada e com várias etapas de 
execução, o autor acredita que o WB tem aplicação prática dificultada, 
principalmente quando se emprega número de amostras significante. Por 
isso, sua utilização costuma ser restrita aos trabalhos de pesquisa, em 
detrimento de outras metodologias mais rápidas e de fácil execução, como 
a imunoistoquímica (IHQ). A técnica de WB utilizada neste estudo 
contornou sua principal desvantagem que é a dificuldade técnica decorrente 
da extração proteica de um tecido de alta densidade como a derme. Tais 
limitações foram contornadas adaptando-se as técnicas clássicas de WB 
com (1) manipulação específica das amostras, com séries de congelamentos 
e descongelamentos, maceração mais cuidadosa e uso de homogeneizador 
mais potente; (2) utilização de reagentes de lise em proporções maiores; (3) 
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inibição de proteases em proporções maiores; e (4) utilização de meios de 
transferência proteica específicos para a pele, como a membrana de 
Fluoreto de Polivinilideno (PVDF), já que a membrana habitual de 
nitrocelulose não foi eficaz. 
Embora a imunoistoquímica (IHQ) seja frequentemente adotada 
como método de quantificação (RAJKOVIC et al., 2005), trata-se, no 
entanto, de um método de quantificação indireta operador-dependente e 
pode apresentar significativa variabilidade interexaminadores e imprecisão 
de resultados (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003; RAJKOVIC et al., 
2005). Os marcadores fluorescentes, como a fluoresceína isotiocianato 
(FITC), foram os primeiros a ser utilizados, demonstrando a localização de 
neuropeptídeos em fibras nervosas que, em cortes espessos, permite 
observar o trajeto sinuoso das fibras. No entanto, a marcação não é 
permanente e a maioria dos marcadores tende a perder sua fluorescência 
num curto período de tempo, principalmente sob a ação da luz, dificultando 
a documentação de lâminas pela fotografia microscópica.  
Além disso, tecidos fixados em formalina tendem a ser 
autofluorescentes, e, quando contêm catecolaminas, podem ser induzidos a 
emitir fluorescência específica de cor aproximada à emitida pela 
fluoresceína. A IHQ presta-se bem a informações qualitativas, contudo 
alguns autores desenvolveram métodos para sua quantificação, 
automatizados ou não, que permitem comparações (HENDERSON et al., 
2011). Entretanto, a maior limitação da IHQ como método quantitativo é a 
impossibilidade de fazer as marcações-controle de inespecificidade nas 
mesmas amostras (secções do tecido) submetidas às marcações em questão 
e o controle quantitativo do background. 
Outros estudos utilizam um método de quantificação da secreção de 
neuropeptídeos no interstício da pele pela técnica de Microdiálise (MD) 
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seguida de quantificação por Ensaio de Imunoadsorção Enzimática 
(ELISA) (WEIDNER et al., 2000). A MD é um processo onde cateteres de 
entrada e de saída são introduzidos na derme com um espaçamento entre si. 
As substâncias do interstício são, então, captadas e esse lavado é 
encaminhado para quantificação proteica por ELISA (FUJII et al., 2010). 
As vantagens desse método são a quantificação direta, de significante 
acurácia, em valores absolutos, com unidades em molar e precisão digital 
de um leitor específico. Como desvantagens, a MD é tecnicamente 
complexa e trabalhosa, além de trazer alguns vieses devido à necessidade 
de cateteres inseridos na pele, que por si só poderiam estimular a liberação 
de substâncias inflamatórias e imunológicas, como histamina, serotonina, 
prostaglandinas, NGF além de neuropeptídeos (ROOSTERMAN et al., 
2006). A utilização do ELISA também é dispendiosa devido ao alto preço 
dos anticorpos primários e secundários. 
Já a técnica de radioimunoensaio (RIE) também foi utilizada para 
detecção de neuropeptídeos em trabalhos científicos na pele (CAVIEDES-
BUCHELI et al., 2009). O RIE é um método preciso, específico e 
relativamente barato. No entanto, seu uso é restrito devido à necessidade de 
marcadores radioativos que requerem precauções especiais de instalações, 
manuseio e licença. 
Por outro lado, O WB não distingue a localização do neuropeptídeo 
dentro da amostra, isto é, não é possível dizer se ele está dentro de 
vesículas nas terminações nervosas ou se já foi excretado e encontra-se no 
meio intersticial, ou mesmo se já foi internalizado na célula-alvo. Outros 
métodos seriam capazes de fazer essa distinção precisamente, sobretudo a 
MD onde apenas o lavado intersticial é analisado e marcado pelo ELISA 
(WEIDNER et al., 2000). Estudos onde a posição exata do neuropeptídeo é 
de extrema importância podem se beneficiar mais de MD com ELISA do 
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que com o método empregado, por isso nenhum método deve ser 
considerado ideal. O WB permite a análise quantitativa e segura dos 
neuropeptídeos, pois possibilita a retirada dos valores do background do 
filme e a normatização dos valores específicos do marcador em questão, 
em cada amostra, pelos valores de um marcador estrutural, no caso a beta-
actina. 
Segundo MISHIMA et al. (2011), o CGRP é produzido no corpo 
celular do neurônio do gânglio da raiz dorsal pela transcrição do gene da 
calcitonina/CGRP, onde uma molécula precursora com 15 kDa, 
denominada pró-CGRP, é sintetizada no retículo endoplasmático e 
processada no Complexo de Golgi. O pró-CGRP é levado por via axonal, 
em sentido antidrômico, para as terminações livres cutâneas sendo clivado 
em CGRP (forma ativa), com aproximadamente 5 kDa, para ser liberado no 
interstício diante de um estímulo local. MISHIMA et al. (2011) avaliaram a 
influência do CGRP na revascularização de membros isquêmicos em ratos, 
e quantificaram o pró-CGRP para comprovar a liberação e aumento de 
produção de CGRP durante os dias do experimento. O presente estudo 
demonstrou uma completa depleção dos níveis de pró-CGRP na pele, o que 
sugere clivagem desse precursor e liberação do CGRP na pele. 
O CGRP é comprovadamente um vasodilatador muito eficaz, como 
demonstrado por ESTEVES, FERREIRA, LIEBANO (2009), que 
comprovaram seus efeitos no aumento da viabilidade de retalhos cutâneos 
em ratos. Esse efeito se deve provavelmente ao aumento de perfusão do 
retalho por dilatação duradoura das arteríolas pré-capilares, o que 
aumentaria o fluxo sanguíneo e a perfusão tecidual, no entanto sem 
provocar extravasamento plasmático (WEIDNER et al., 2000). Além disso, 
o CGRP comprovadamente potencializa os efeitos e a disponibilidade da 
SP ao inibir sua degradação pela Neprilisina (NEP) (ZEGARSKA, 
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LELIŃSKA, TYRAKOWSKI, 2006); tem efeitos anti-inflamatórios ao 
reduzir acúmulo de neutrófilos e promover apoptose de linfócitos T 
(SMITH et al., 2002); e modula a liberação e quimiotaxia de substâncias e 
células pró-inflamatórias, respectivamente (ROOSTERMAN et al., 2006). 
No entanto sua ação direta sobre a cicatrização é discutível e contraditória 
entre os artigos da literatura (SMITH et al, 2002; ROOSTERMAN et al., 
2006; ZEGARSKA, LELIŃSKA, TYRAKOWSKI, 2006; LEFFLER et al., 
2008). 
Outros meios químicos e físicos também parecem influenciar a 
secreção de NP’s. RAJKOVIC et al. (2005) investigaram a influência de 
campos magnéticos sobre a liberação de NP’s na pele e não observaram 
diferença estatística pela quantificação indireta por IHQ. Considerando as 
limitações desse método de quantificação, os autores relataram uma 
secreção menor de SP e uma secreção maior de CGRP nas amostras após o 
estímulo por campos magnéticos. 
A inflamação neurogênica está envolvida nos processos fisiológicos 
e patológicos da cicatrização; por isso, a possibilidade de modular suas 
fases iniciais, atrasando-a, inibindo-a, ou estimulando-a, traria a 
perspectiva de controlar tais processos, eventualmente otimizando o tempo 
de cicatrização normal e corrigindo as cicatrizações patológicas. 
Na área da clínica, doenças cutâneas de origem neuropeptidérgica, 
como psoríase e dermatites atópicas, e o queloide (AKAISHI et al., 2008) 
poderiam se beneficiar de um complemento terapêutico pela modulação da 
secreção de neuropeptídeos, visando um melhor controle dessas patologias 
além do tratamento clássico atual. 
Em relação ao CGRP (forma ativa – 5 kDa), no presente estudo, 
nenhum dos grupos experimentais foi capaz de inibi-lo na pele. 
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Paralelamente, o pró-CGRP (15 kDa) foi inibido em todos os grupos 
testados. A interpretação desses dados remonta à fisiologia do CGRP.  
Os resultados do presente estudo mostram que as injeções de 
Dióxido de Carbono e de Ar Atmosférico promoveram uma diminuição na 
quantidade de neuropeptídeos nos subgrupos pró-CGRP e SP, 
corroborando com os achados de VAUSE et al. (2007), que concluíram que 
o CO2 é capaz de inibir a liberação de CGRP pelos neurônios trigeminais. 
 
 
6.1.  Perspectivas 
 
 
 Portanto, merecem destaque nas perspectivas, o uso clínico do 
Dióxido de Carbono, conhecido como técnica de Carboxiterapia, de forma 
criteriosa, séria, com crivo científico, visando o conhecimento dos eventos 
fisiológicos desencadeados pelo uso dessa técnica, que envolvem alterações 
na inflamação neurogênica. Segundo estudo de revisão sistemática de 
FERREIRA et al. (2012), a carboxiterapia ainda não alcançou evidência 
científica que assegure sua efetividade e segurança para a indicação de seu 
uso na prática clínica, mesmo que os estudos clínicos existentes relatem 
efeitos positivos. No entanto, os estudos existentes apresentam número 
amostral reduzido e os resultados são avaliados em curto prazo.  
Ainda na área clínica, a utilização da técnica de injeção de Dióxido 
de Carbono, poderia trazer benefícios como um complemento terapêutico 
pela modulação da secreção de neuropeptídeos, no controle de doenças 
cutâneas de origem neuropeptidérgica, como psoríase, dermatites atópicas 
e o queloide (AKAISHI et al., 2008) além do tratamento clássico. 
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Uma das perguntas mais relevantes que este trabalho levanta é sobre 
a real influência da Substância P no resultado final da cicatriz. Estudos 
anteriores mostraram que a SP parece de fato contribuir para algum retardo 
nas fases iniciais da cicatrização, que precisariam ser melhor 
caracterizadas. No entanto, a influência da SP nas fases finais da 
cicatrização carece de mais estudos em animais e in vitro, para depois ser 
testada em humanos. 
O CGRP mostra indícios de não participar de modo direto sobre as 
alterações cicatriciais, conforme descrito por outros autores (SMITH et al., 
2002; ZEGARSKA et al., 2006; ROOSTERMAN et al., 2006; LEFFLER 
et al., 2008). São necessários maiores estudos para se definir as 
consequências das atividades imunomoduladoras e vasodilatadoras do 
CGRP, assim como sua real função na cicatrização. 
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7. CONCLUSÃO 
 
 
 
 
 
As injeções de Dióxido de Carbono e Ar atmosférico em 
pele de ratos provocaram a diminuição local da quantidade 
de neuropeptídeos Substância P (SP) e pró-Peptídeo 
Relacionado com o Gene de Calcitonina (pró-CGRP) (15 
kDa). 
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ABSTRACT 
 
Introduction: The Carbon Dioxide (CO2) infusion is a non surgical 
technique where the carbon gas is inject in the subcutaneous tissue. On the 
literature there are studies that suggest that the gas promotes stimulus of the 
physiological effects, such as circulation improvement, tissue oxygenation, 
collagen and new elastic fibers formation. Effects that possibly occur after 
the needle perforation, generating an inflammatory response, aiming to 
destroy, dilute or block the aggressor agent once the Neurogenic 
Inflammation (NI) is one of the first cicatrization events that happen. In 
response to a skin nonciceptive stimulus, there is the release of pro-
inflammatory cutaneous neuropeptides (NP’s), substances that are 
produced by the brain cells from dorsal root ganglia and secreted by the 
skin nervous terminations, and are launched on the inflammatory phase of 
the  cicatrization. Objective: to investigate the Carbon Dioxide (CO2) 
injection on the neuropeptides secretion of the Peptide related to the 
Calcitone (CGRP) and the P Substance (CSP) in rats skin.  Method: there 
were used 56 Wistar-EPM rats divided into two groups, one for CGRP 
analysis and the other for SP. Each group was subdivided in 4 sub groups: 
control, needle control CO2 injection and air injection, each group with 7 
rats.  The partial skin sample analysis was done by Western Blotting (WB). 
Results: regarding the presence of the neuropeptides on the rats skin, on 
the SP group there was a decrease on the amount of the neuropeptides on 
the subgroup 3 and on the subgroup 4, Air injection; on the CGRP 
subgroup, there was a decrease on the amount of neuropeptides pro-CGRP, 
CO2 injection and also on the subgroup 4, Air injection; on the CGRP 
group, there was a decrease on the amount of neuropeptides  there was pro-
CGRP (15kDa) on the subgroup 4, injection of CO2. On the subgroup 4 
there wasn’t any decrease on the amount of the effective GCRP (5 kDa). 
Conclusion: The CO2 and the Air injection in rats skin produces a 
decrease on the amount of SP neuropeptides and pro-CGRP (15 kDa).  
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APÊNDICES 
Apêndice 1: APROVAÇÃO PELO CEP 
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Apêndice 2: Dados utilizados para análise estatística dos resultados de 
neuropeptídeos Substância P (SP), Pró-Peptídeo Relacionado com o Gene 
de Calcitonina (Pró-CGRP) 15 kDa e CGRP 5 kDa. 
 
 
CGRP 15 kDa SP 
Cont_15kDa Cont Ag_15kDa Inj O2_15kDa Inj CO2_15kDa 
             78,59                      71,70                 71,60                    57,34  
             79,81                      62,29                 44,80                    62,75  
             68,74                      83,93                 61,09                    58,02  
             70,10                      74,85                 56,02                    53,14  
             67,32                      59,36                 59,11                    38,36  
             76,67                      65,66                 42,99                    54,01  
             56,44                      59,39                 60,70                    63,33  
CGRP 05 kDa 
Cont_5kDa Cont Ag_5kDa Inj O2_5kDa Inj CO2_5kDa 
             59,30                      51,38                 55,08                    50,03  
             48,41                      58,79                 45,05                    56,63  
             67,73                      76,23                 76,33                    75,94  
             68,14                      53,41                 47,26                    63,46  
             67,84                      68,31                 63,87                    61,89  
             49,43                      48,19                 45,94                    65,55  
             61,06                      66,27                 64,12                    71,44  
SP 
Cont Cont Ag Inj O2 Inj CO2 
             50,07                      44,46                 21,82                    29,95  
             33,39                      14,31                 15,78                    11,74  
             29,36                      28,33                 21,35                    19,09  
             28,12                      57,42                 18,68                    24,93  
             55,91                      43,29                 27,68                    22,76  
             22,01                      35,51                 10,33                       8,72  
             31,48                      17,08                    9,63                       9,22  
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Apêndice 3: Análise descritiva dos dados dos neuropeptídeos SP, Pró 
CGRP 15 kDa e CGRP 5 kDa. 
 
 
 
ESTATISTICAS DESCRITIVAS – CGRP 15 kDa 
Estatística Cont Cont Ag Inj O2 Inj CO2 
Média    71,10       68,17     56,62     55,28  
Mediana    70,10       65,66     59,11     57,34  
Limite Superior    79,81       83,93     71,60     63,33  
Limite Inferior    56,44       59,36     42,99     38,36  
ESTATISTICAS DESCRITIVAS – CGRP 05 kDa 
Estatística Cont Cont Ag Inj O2 Inj CO2 
Média    60,27       60,37     56,81     63,56  
Mediana    61,06       58,79     55,08     63,46  
Limite Superior    68,14       76,23     76,33     75,94  
Limite Inferior    48,41       48,19     45,05     50,03  
ESTATISTICAS DESCRITIVAS - SP 
Estatística Cont Cont Ag Inj O2 Inj CO2 
Média    35,76       34,34     17,90     18,06  
Mediana    31,48       35,51     18,68     19,09  
Limite Superior    55,91       57,42     27,68     29,95  
Limite Inferior    22,01       14,31       9,63        8,72  
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Apêndice 4: Teste Mann Whitney para grupo de Neuropeptídeos Pró-
CGRP 15 kDa com outlier. 
 
 
COMPARAÇÕES – CGRP 15 kDa -Com Outlier 
GRUPOS P-VALOR CONCLUSÃO 
Cont x Cont Ag 0,482 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont x Inj O2 0,025 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont x Inj CO2 0,009 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont Ag X Inj O2 0,035 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont Ag x Inj CO2 0,018 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Inj O2 x Inj CO2 0,749 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
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Apêndice 5: Teste Mann Whitney para grupo de Neuropeptídeos Pró-
CGRP 15 kDa sem outlier 
 
 
   COMPARAÇÕES – CGRP 15kDa - Sem Outlier 
GRUPOS P-VALOR CONCLUSÃO 
Cont x Inj CO2 0,015 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont Ag x Inj CO2 0,032 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Inj O2 x Inj CO2 0,886 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
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Apêndice 6: Teste Mann Whitney para grupo de Neuropeptídeos CGRP 
5 kDa. 
 
 
COMPARAÇÕES – CGRP 05 kDa 
GRUPOS P-VALOR CONCLUSÃO 
Cont x Cont Ag 0,949 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
Cont x Inj O2 0,338 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
Cont x Inj CO2 0,482 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
Cont Ag X Inj O2 0,406 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
Cont Ag x Inj CO2 0,655 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
Inj O2 x Inj CO2 0,277 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
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Apêndice 7:Teste Mann Whitney para grupo de Neuropeptídeos SP. 
 
 
COMPARAÇÕES SP 
GRUPOS P-VALOR CONCLUSÃO 
Cont x Cont Ag 0,949 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
Cont x Inj O2 0,003 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont x Inj CO2 0,013 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont Ag X Inj O2 0,048 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Cont Ag x Inj CO2 0,048 p ≤ 0,05, há diferença entre os grupos 
Inj O2 x Inj CO2 0,949 p ≥ 0,05, não há diferença entre os grupos 
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ANEXOS 
Anexo 1: Máquina de cortar cabelo – Marca WAHL® 
 
 
 
Disponível em URL: http://www.wahlglobal.com/brazil/wahl/linha-
profissional/maquinas-de-cortar-cabelo/super-taper.html 
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Anexo 2: Dermátomo Elétrico – Marca Integra/Padgett® 
 
 
 
Disponível em URL: http://www.integralife.com/Jarit/Jarit-Product-
Detail.aspx?Product=121&ProductName=Model %20PI %20Electric %20Dermatome&
ProductLineName=PADGETT %C2 %AE&ProductLineID=158 
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Anexo 3: Punch cutâneo de 4 mm de diâmetro – Marca Richter® 
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Anexo 4: Ficha de informações de segurança de produtos químicos 
conforme NBR 14725 
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Anexo 5: Bula do gás medicinal CO2 
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Anexo 6: Rótulo “Gama Gases” 
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Anexo 7 : Estudo-Piloto - Tempo de reposição de SP e CGRP após incisão 
em pele de ratos 
 
Autores: 
Bernardo Hochman, MD, PhD. 
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Resumo 
Introdução: Os principais neuropeptídeos relacionados à inflamação neurogênica na pele são a 
Substância P (SP) e o Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP). A inflamação 
neurogênica tem sido pesquisada na cicatrização de feridas cutâneas, cada vez mais focando 
esses neuropeptídeos. Ainda não há dados sobre a disponibilidade desses neuropeptídeos na 
dinâmica da terminação nervosa, quanto à liberação e reposição dos mesmos após um estímulo 
nociceptivo. Objetivo: investigar o tempo necessário de reposição de SP e CGRP para que as 
terminações nervosas estejam funcionalmente aptas para um novo estímulo nociceptivo, em pele 
de ratos. Métodos: Foram utilizados 25 ratos Wistar-EPM distribuídos aleatoriamente em 5 
grupos. Todos os animais foram submetidos à anestesia geral e tricotomia padronizada do dorso, 
exceto o grupo controle (CG), no qual o dorso foi tricotomizado após a morte induzida do 
animal para a determinação dos níveis basais de neuropeptídeos na pele. As amostras de todos 
os grupos foram colhidas do dorso após 1 minuto da morte de cada animal. Nos grupos Not 
Stimulated 30 (NS30) e Not Stimulated 60 (NS60), as amostras de pele foram coletadas 
após 30 e 60 minutos, respectivamente, após a tricotomia e sem estímulo cutâneo. No grupo 
Stimulated 30 (S30) foi realizada uma incisão (“estímulo incisão”) aos 30 minutos. No 
grupo Stimulated 60 (S60) foi realizado um estímulo nociceptivo por raspagem subdérmica 
aos 30 minutos, e aos 60 minutos o “estímulo incisão” no mesmo local (“hiperestimulação 
nociceptiva”). Nas amostras de pele foram quantificados os neuropeptídeos SP, pró-CGRP e 
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CGRP (forma ativa) por Western Blotting. Resultados: O “estímulo incisão” no grupo S30 
aumentou (liberou) SP em relação ao grupo NS30 (p < 0,05), e o tempo de sua reposição 
ocorreu em até 30 minutos. O “estímulo incisão” (grupo S30) e a “hiperestimulação 
nociceptiva” (grupo S60) diminuíram (clivaram) pró-CGRP (p < 0,05), sendo assim o seu 
tempo de reposição maior que 30 minutos. Houve diminuição de pró-CGRP no grupo S30 em 
relação ao grupo NS30 (p < 0,05), demonstrando que sua clivagem ocorreu em até 1 minuto, 
visto que os animais do grupo S30 sobreviveram 1 minuto a mais que os do grupo NS30 por 
causa da incisão. Não foi detectada liberação de CGRP nos períodos estudados. Conclusão: A 
reposição da SP ocorre em um período de até 30 minutos e a de pró-CGRP em um período 
superior a 30 minutos. A clivagem de pró-CGRP ocorre em um período menor de 1 minuto. 
 
Key words: SP; CGRP; neurogenic inflammation; neuropeptides; Reaction Time (Tempo de 
Reação); Temporal Distribution (Distribuição Temporal). 
 
Gráfico 1 – Valores de SP encontrados para cada grupo 
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Gráfico 2 – Valores de CGRP – 15kDa encontrados para cada grupo 
 
 
 
 
 
Gráfico 3 – Valores de CGRP – 5kDa encontrados para cada grupo 
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Anexo 8 : Estudo-Piloto - Desenho experimental para quantificação dos 
neuropeptídeos cutâneos SP e CGRP com Western Blotting 
 
Autores: 
 
Guilherme A. F. Lapin,
1 
MD; Bernardo Hochman,
2 
MD, PhD; Michele Nishioka,
3 
Ft.; 
Jessica R. Maximino,
4 
PhD; Gerson Chadi,
5 
MD, PhD, Lydia M. Ferreira,
6 
MD, PhD 
 
Resumo 
A inflamação neurogênica (IN) vem sendo cada vez mais estudada devido a sua 
importância em processo inflamatórios cutâneos e da cicatrização. Na pele, os efetores 
da IN são os neuropeptídeos (NP), sendo os mais abundantes o CGRP e a substância P 
(SP), que estão associados a processos fisiológicos e patológicos. Essas substâncias tem 
sido pesquisadas na pele utilizando métodos de detecção e quantificação como 
imunohistoquímica (IHQ), microdiálise (MD) com ELISA e radioimunoensaio (RIE). 
Cada um desses métodos apresentam vantagens e desvantagens quanto a sensibilidade e 
especificidade, custo e complexidade técnica. Por outro lado, o Western Blotting (WB) 
que não possui relatos de uso para detecção de SP e CGRP na pele teria mais acuracia 
que a IHQ, seria menos oneroso que MD com Elisa e em relação ao RIE necessitaria 
infraestrutura operacional mais simples. Entretanto, o WB apresenta dificuldades 
técnicas decorrentes da alta densidade protéica da derme, mas também pela imprecisão 
que pequenas diferenças no volume da amostra podem acarretar.  
Esse estudo descreve um desenho experimental que demonstra como suplantar os viéses 
téncicos e incorpora o WB como método reprodutivel, tecnicamente viável e de baixo 
custo para a detecção de SP e CGRP na pele de ratos. 
Palavras-Chaves: Desenho Experimental; Inflamação Neurogênica; Neuropeptídeos; 
Substância P; Peptídeo Relacionado com Gene de Calcitonina; Western Blotting. 
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Calcitonin Gene-Related Peptide; Western Blotting. 
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